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(54) System zur kontaminationsfreien Bearbeitung von thermischen Reaktionsprozessen 



(57) Em System mit Zweikonponentendichtung aus 
einem inner en ftOssigkertsdichten Dichtelement (2) mit 
einer Offnung (4) und einem auBeren, druckdichten 
Dichtelement (3) und einem ReaktionsgefcB (1) ist 



besonders geeignet zum Transport von FlOssigkerten in 
einem soichen System sowie Ternperaturbehandlungen 
in ihm. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein System zur ton- 
tamiriationsfreten Bearbertung von thermischen Reakti- 
onsprozessen sowie ein Vertahren zur Durcnfuhrung 
von RQsstgkertstransportprozessen in GefaBe hinein 
und aus GeffiBen heraus. 

Das emndungsgernaBe Vertahren kann in analyti- 
schen Vertahren verwendet werden, bei den en Verfai- 
schungen durch En- Oder Austrag von StOrsubstanzen 
stattfinden kOrmen. Besonders tur die Durcnfuhrung 
molekularcfiagnosfecher AnaJysen mrt Probenvorbere*- 
tung (Sample preparation) und Amplifikatjon (z. B. PCR 
gemaB EP-B-0 201 184) werden aufgrund der Kontami- 
naJionsprob i e mafik verschtossene ReaktionsgefeBe 
benOtigt Bei einer automafechen Durcnfuhrung einer 
solchen Analyse mussen diese GefflBe jedoch mehr- 
maJs geoffnet und geschtossen werden. Weiterhin wer- 
den bei diesem ProzeB Temperaturen von 4 - 95 °C 
angewendet, die erhdhte Artforderungen an die Ver- 
schluBsicherhert der GefflBe stellen. 

In WO 95/11083 wird besonders fur die PCR ein 
ReaktionsgefaB mit geschtossenem Septum beschrie- 
ben, das stch jedoch nur fur die automatische Ent- 
nahme aus einem ReaktionsgefaB, nicht jedoch fur die 
automatische Beschickung, eigne! Zur Beschickung 
des GefdBes mit der Probe muB der Schnappdeckel 
voJIstandig manuell geOffnet werden. Daruber Nnaus ist 
diese AusfOhrungsform nur bedingt fOr die Verwendung 
von Einmalpipettensprtzen einsetzbar, da zum Durch- 
stoBen des Septums erne erheWiche Kraft benotigt 
wird, die ubliche Kunststoffpipettenspttzen ntcht aufbrin- 
gen kOnnen. Daruber hinaus laBt sich eine gewQnschte 
Deckelgegenheizung wegen der thermischen Labilrtat 
des Septums nur bedingt anwenden. Beide Effekte lau- 
fen parallel, d. h. je dunner das Septum, desto leichter 
durchstoBbar. desto hoher die Therrnolabflrtat. 

In EP-A-O 642 828 ist ein System mit gleichen 
Komportenten beschrieben. welches diesetoen Nach- 
teileaufweist 

In WO 83/01912 ist ein GefdB zur Bestimmung von 
Hdmoglobtn mit Hate von KaiumcyankJ beschrieben, 
welches einen ersten Stopfen mit einem Kanal und 
einen Deckel zur Vermeidung des Austrttts von gM- 
stem KabunxyarikJentharL Dieses GefaB ist zur Durcn- 
fuhrung von lemperaturbehandhingen nicht gedacht 
und geeignel 

In WO 94A)5425 ist em Deckel fur einen Container 
beschrieben, der ein Ventfl errthatt das durch Druck auf 
den Deckel geOffnet werden kann, so daB Ftusstgkeft 
die sich in dem Deckel befmdet, in den Container etn- 
f lieBen kana 

In US-A-4,362,698 ist ein VerschtuB fur Probenge- 
faBe beschrieben, der aus zwei Teilelementen bestehi 
die jedoch weder druckcficht schfieBen, noch ohne Ver- 
nichtung ihrer Funktion vom ProbengefaB und vonem- 
ander getrennt werden kfirmen. 

In DE-A44 12 286 ist em System mrt Deckel, Reak- 



tionsgefaB und Deckelhancfler beschrieben, das ein 
vollstandig automafeierbares Abarberten eines solchen 
Prozesses ermoglicht Es hat allerdings den Nachteil, 
daB eine zusdtztiche Geratekomponente als Deckel- 

5 handler benotigt wird. Dies gilt auch fur die in DE 
29505707 beschriebene AusfQhrungsform. Weiterhin 
sind diese Ausfuhrungsformen durch den separaten 
DeckelOfmungsrnechanisrnus langsam. 

US-5,282,543 beschretot eine Verdeckelung von 

io ReaktionsrOhrchen, wobei die Versehlusse als ein ein- 
zelnes DichteJement in einem Verbund angeordnet sind. 
Diese Anordnung ist fur ein direktes, automatisches 
Pipettieren in die ReaktionsgefdBe ungeeignet. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es, ein 

15 System zu VerfOgung zu stellen, in dem der Flussig- 
kertstransport mit Hitfe ubiicher Kunststoffpipettensprt- 
zen vorgenommen werden kann, und welches den noch 
einen so dichten VerschluB der GefaBe ermoglicht, daB 
von der Russigkert im Innem der GefaBe beim Erhrtzen 

20 keine storende Menge nach auBen dringen kann. 

Kernstuck der voriiegenden Erfindung ist eine 2- 
Ivorrponenten-Dichtung auf einem ReaktionsgefaB, 
wobei ein erstes, inneres Dichtelement das GefdB flOs- 
sigkeitsdicht aber nicht druckdicht, und ein abnehmba- 

25 res zwertes, auBeres Dichtelement das GefdB 
druckdicht verschlieBL 

Rg. 1 Ablaufschema eines Pipettiervorgangs mit 
den erfindungsgemaBen Elementen 
30 Rg. 2 ReaktionsgefaB mrt den DichteJementen 
Fig. 3 ReaktionsgefaB mit Dichtelementen und 

eingefuhrter Pipettensprtze 
Rg. 4 Anordnung in einem Heizblock mrt Deckel - 
gegenheizblock 
35 Rg. 5 Device zum Arretieren mehrerer Reaktions- 
gefaBe und beweglichem Dichtelement 2 
Rg. 6 Anordnung des Device in Abb. 5 in einem 

Herzbtock mit Deckelgegenheizblock 
Rg. 7 Formen der Offnungen im Dichtelement 1 
40 Rg. 8 AusfQhrungsform fur Verbindung von Dicht- 
eJement 1 mit ReaktionsgefaB 
Rg. 9 Obenaufsicht einer Vbmchtung enthartend 

16 ReaktionsgefaBe 
Rg. 10 Querschnrtt/Seitenansicht einer vbmchtung 
45 gemaB Abb. 9 verbunden uber Kunststoff- 

stegen 

Rg. 11 Oberaufstcht eines Mehrfachdichtelements 

fur die Vbmchtung gemaB Abb. 9 
Rg. 12 Querschnrtt/Seitenansicht eines Mehriach- 
50 dicht elements 

Rg. 13 Seitenansicht eines in einen Automaten ein- 
gelegten Mehrfachelements gemaB Rg. 5 

Gegenstand der Erfindung ist ein System zur Bear- 
55 beitung von thermischen Reaktionsprozessen in ROs- 
stgkeiten, enthartend eine Vlelzahl von GefaBen, eine 
vletzahl von ersten VerschlOssen fur einzelne dieser 
GefdBe und einen Oder mehrere zwerte Versehlusse, 
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die eine Vielzahl von GefaBten gleichzertig verschlieBen 
kOnnen. Ebenfalls Gegenstand der Erfindung rst an 
Vertahren zum Transport einer Russigkeit in ein GefaB 
Oder aus einem GefaB, welches mil einem ersten und 
zweiten Dicht element verschlossen ist hinein bzw. her- 5 
aus mit Hitfe einer Pipettiereinhert 

Unter einem ReaktionsgefaB im Sinne der Erfin- 
dung wird ein GefaB (1) verstanden, in welchem eine 
ROssigkert aufbewahrt werden kann. Es ist daher ver- 
schfieBbar oder verschlossen. Das GefaB hat jedoch 10 
mi ndestens eine Offnung, wetehe mit dem ersten und 
zweiten VerschluB verschlossen werden kana Daruber 
hinaus werst das GefaB bevorzugt keine nicht ftussig- 
kerts- uid druckdicht verschlossene Oder verschfieB- 
bare Offnung auf. Das GefaB rst daruber hinaus is 
bevorzugt thermostabfl, insbesondere im HinbBck auf 
Form und Inerthert gegenOber der airtzubewahrenden 
ROssigkert. insbesondere bei Temperaturen bis zu 110 
°C. Bevorzugte Materialien for ReaktionsgefaBe sind 
bevorzugt thermisch-fbrmbare Kunststoffe, wie Porysty- 20 
roi, Pofyethyien oder Polypropylen. Sie kOrmen mit Hitfe 
der SpritzguBtechnologie aufeinfache Weise hergestelft 
werden. Sie sind insbesondere zum einmaligen 
Gebrauch besrJmmt En besonders geeignetes Material 
fOr GefaBe ist Polypropylen, da es Temperaturen bis 2s 
110°C ohne Deformationen toieriert. Das Reaktionsge- 
faB wast bevorzugt eine besonders dOnrte Wandstarke 
auf. bevorzugt zwischen 0,15 und 0.45 mm, besonders 
bevorzugt ca. 0,3 mm, und hat bevorzugt eine korwsche 
Form, die nach unten hin verjOngt ist Die GefaBe fas- 30 
sen bevorzugt ein Vbtumen von zwischen 0,05 und 50 
ml. bevorzugt 0,2 bis 2 ml. Die auBere Form des Gefa- 
Bes wird meist bestimmt durch die Tatsache, daB es 
einer Temperiereinheit. z. B. einem KHzeblock ,in der 
Form mOglichst gut angepaBt ist Dies verbessert den 35 
Warmedurchgang von der Temperiereinhert durch die 
Wand des GefaBes in das Innere des GefaBes und <fie 
gegebenenfalls darin befinrJiche ROssigkert Sotehe 
ReaktionsgefaBe sind tommerziefl erhalttich. 

Mehrere ReaktionsgefaBe kOrmen auch rrtiteinan- 40 
der verbunden sein. So hat es sich beispielsweise als 
zweckmaBig erwiesen, 16 ReaktionsgefaBe, die mit 
geschwungenen Stegen in zwei Reihen zu je 8 Positio- 
nen mitetnander verbunden sind, esnzusetzert Die 
GefaBe sind bevorzugt so rrrteinander verbunden, daB 45 
sie in Qbfiche Thermocyder. z. B. fur die Durchfuhrung 
einer PCR, passen. Mehrere cfieser zusammengefOg- 
ten GefaBe kOrtnen nebeneinander behandert werden, 
z. B. im 96-Wel»-Mikrotrtratk)repla^^ Werm im 
folgenden von einer Vielzahl von GefaBen gesprochen so 
wird. so handett es sich bevorzugt um 4 bis 96, beson- 
ders bevorzugt 8 bis 16 GefaBe. 

En inner er VerschluB (DjcftteJement 2) fflr dieses 
GefaB hat cfie Funktion, den ungewoHten Austritt von 
ROssigkerten aus der Offnung des GefaBes zu verfrin- 55 
dem Bevorzugt ist der innere VerschluB aus einem eJa- 
stischen Dichtmatertal hergesteflt, z. B. Latex oder 
Sifikonkautschuk. Die Harte des Materials betragt 



bevorzugt 20 bis 1 00 shore, bevorzugt 30 bis 60 shore. 
Als besonders bevorzugtes Material wurde Bastosi) LR 
3003/40 (Wacker Chemie GmbH r BRD) eingesetzt. das 
eine Bastizrtat von 40 shore besitzt Der innere Ver- 
schluB hat eine Dicke von 0.1 bis 20 mm, besonders 
bevorzugt 0,5 bis 1 ,2 mm. Dies ist so zu verstehen, daB 
diese Dicke sich auf die nach auBen hin dOnnste Stelle 
bezieht. So sind z. B. zur Gesamtversteifung des Ver- 
schtusses oder zur Anpassung des Dichtelements an 
cfie Offnung des GefaBes (z. B. ate Dichtring 15) am 
Band grOBere Dicken mOglich. Zur Erleichterung des 
BnfQhrens einer Pipettiereinhert, z. B. einer Kunststoff- 
p^ettensprtze, ist in dem inneren VerschluB eine wei- 
tere VerdQnnung oder eine Offnung (4) vorgesehen. 
Diese Offnung karm unterschiedliche geometrtsche 
Fbrmen aufweisen (siehe Rg. 7a - 7d). So kann z. B. ein 
ScWrtz mit einer Lange von 1 bis 1 5 mm. bevorzugt 1 bis 
10 mm, vorgesehen werden. Es ist auch mOglich, die 
Offnung als Kreuzschlitz oder in Sterrrform vorzusehen. 
Wichtig ist daB die Offnung so verschlossen ist daB 
kerne ROssigkert von selbst nach auBen treten kann. 
Solche Schlitze kOnnen beispielsweise mit Messem in 
den ersten VerschluB geschnitten oder gestanzt wer- 
den. Sie kOrmen gewOnscrrtenfalte auch schon wahrend 
des GieBprozesses als Ausnehmungen freigehalten 
werden. 

Bei dem inneren VerschluB handett es sich um 
einen VerschluB, der for jedes GefaB getrennt aufge- > 
setzt werden kann (EinzelverschluB). Es ist jedoch ein 5 
MehrfachverschluB entsprechend der Anzahl der Reak-j 
tionsgefaBe mOglich. Die Rxierung des Mehrfachver- 
schlusses (2) erfolgt Qber PaBelement am 
ReaktionsgefaB oder/und dem VerschluB, bevorzugt 
aber Qber Dichtringe (15) des Verschlusses. der in die 
Offnung des GefaBes (1) hineinragt. Der innere Ver- 
schluB verblefot bevorzugt auf dem GefaB und ver- 
schlieBt das GefaB wahrend des gesamten 
Behandtungsvorgangs und wird bevorzugt auch danach 
rwcht entfemt Der innere VerschluB Qberdeckt bevor- 
zugt die gesamte Offnung und besonders bevorzugt 
auch die oberen Kanten des GefaBes. kann jedoch 
auch teilweise in das GefaB etngefuhrt sein. Bevorzugt 
ist der innere VerschluB nicht druckdicht 

En auBerer VerschluB (DtchteJemerrt 3) soli dazu 
dienen, eventuell gewdft oder ungewollt erzeugte 
Undichtigkerten im inneren VerschluB nach auBen hin 
druckdicht abzudichten. Er Qberdeckt daher aufalle 
Falle alle Offnung en im inneren VerschluB, die bei- 
spielsweise als Schlrtz schon vorgeformt waren oder 
(mit Hitfe der Pipettiersprtze) erzeugt wurden. Dieser 
auBere VerschluB kann prinzipiell aus beliebigen Mate- 
rialien bestehen, wenn sie sich nur test genug auf die 
GefaBOffnung oder/und den inneren VerschluB aufpres- 
senlassen. Bevorzugt sind daher fur den auBeren Ver- 
schluB wiederum elastische Materialien, wie sie oben 
for den ersten VerschluB beschrieben waren. Da der 
auBere VerschluB nicht fOr das Vbrsehen oder die 
Erzeugung einer Offnung geeignet sein muB, bevorzugt 
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nicht von der Pipettiereinhert durchstoBen werden muB, 
sind im Hinbiick auf die Dicte grOBere Grenzen mOglich, 
insbesondere nach oben. Aflerdings sind Dicken von 
mehr ate 20 mm dann unzweckma Big, werm eine sepa- 
rate Deckeiheizung vorgesehen werden soil. Bevor- 5 
zugte Dicken liegen zwtschen 0.1 und 10 mm. Die 
Deckeiheizung, wefche die Verdampfung eventueli sich 
am inner en VerscNuB niederschtagenden Kondens- 
wassers bewirken soli, kam in den auBeren VerscNuB 
integriert sein. Die Deckeiheizung kannjedoch auch in w 
einem unabhangigen Bauelement untergebracht sein. 
Besonders bevorzugt 1st der Fall, daB der auBere Ver- 
schluB als eine dunne, aWOsbare Schicht aus eJasti- 
schem Dichtmatefial, z. a eine Matte, auf einem 
beheizbaren Bauetement vorgesehen wird, welches in 75 
seiner Gesamthert auf das ReaktjonsgefaB mrt dem 
erst en VerschluB aufgedrOckt wird. Der AuBere Ver- 
schluB 1st bevorzugt fur den VerschluB einer Vielzahl 
von GefaBen gleichzertig geeignet, z. B. von 4 bis 96, 
bevorzugt 8 bis 16, soteher GefaBe (entsprechend der 20 
Anzahl GefaBe oder inneren Verschlusse). Bn MerkmaJ 
ernes besonders bevorzugten auBeren Verschlusses tst 
es, daB er voltetandig vom inneren VerschluB getrennt 
werden kann. Dies geschteht wenn eine RQssigkert mrt 
HiHe einer Pipettiereinheit durch den inneren VerscNuB 25 
in das GefaB hinern oder aus dem GefaB heraus trans- 
portiert werden soO. Fur diesen Vbrgang wird der 
auBere VerschluB vom GefaB und dem inneren Ver- 
scNuB entfemt, so daB die PipettiemadeJ beim Durch- 
tritt durch die Offnung des inneren Verschlusses nicht 30 
durch den auBeren VerschluB durchtreten muB. 

Flussigkerlscficht im Sinne der Erf indung bedeutet 
insbesondere, daB Flussigkerten nicht ohne Einwirkung 
zusfltzlicher Kraft e, wie Druck (z. B. durch Erhrtzen) 
oder bewuBte Erzeugung oder Wertung einer Offnung 36 
austreten kOrmert 

Druckdicht bedeutet daB der VerscNuB Drucke bis 
zu 2,5 bar, bevorzugt bis zu 1,2 bar, aushaft, ohne Gas 
oder RQssigkert aus eingeschtossenem Raum z. R 
dem GefaB, austreten zu lassen. 40 

Ebenfalte Gegenstand der Erfindung tst ein Verfah- 
ren zum Transport einer Russigkeit mrt Hirfe einer Pipet- 
tiereinheit in ein GefaB oder aus einem GefaB, welches 
mrt einem ersten und zwerten VerschluB verscNossen 
ist, enthaftend die Schritte Entfemung eines auBeren 45 
Dtchtefements (3) von dem GefaB und einem inneren 
Dicht element (2), BnfQhrung der Pipettiereinheit in das 
GefaB durch das irmere Dichtelement (2) und Auf- 
nahme der Russk^eit in die Pipetten aus dem GefaB 
oder Abgabe der Russigkeit aus der Pipettiereirthert in so 
das GefdB. 

Flussigkerten, die transport! ert werden kOnnen, 
sind beisptetewetse Probenflussigkerten oder davon 
abgeiertete Flussigkerten, in denen die Anwesenhert 
von Inhaltsstoffen nachgewiesen werden soil, z. & ss 
Serum, buffy coat, Ptasma und davon abgetertete Rus- 

reamplifik&lionsverfahrens sind, aber auch 



Flussigkerten, tie Reagenzien zum Nachweis, zur Vor- 
berertung oder Amplrf kation von Inhaltsstoffen von Pro- 
benflussigkerten enthartea 

Unter einer Pipettiereinheit wird ein Gerat oder eine 
Vorricrrtung verstanden, in welche RQssigkert aufge- 
nommen und wieder abgegeben werden kann. Dies 
geschieht bevorzugt durch Einsaugen und AusstoBen 
der ROssigkeit in einen Aufnahmebereich der Pipettier- 
einhert Dies kOnnen prinzipieil auch wiederverwertbare 
Aufnahmeeinherten, wie Metallnadeln, sein. Besonders 
bevorzugt im Sinne der Erfindung ist jedoch die Verwen- 
dung von Kunststoffpipettenspitzen (5), die nur einmal 
zum Ftussigkeftstransport verwendet werden. Diese 
sind ublicherwetse aus Materi alien, z. B. Polypropyien, 
die eine mechanische Belastung nur sehr begrenzt aus- 
harten. Femer sind sie nicht sehr spitz, so daB ein selb- 
stancfges DurchstoBen von herkOmrnlichen Deckein mrt 
ihnen nicht mOglich ist Aus diesem Gerund ist es im 
Sinne der Erfindung bevorzugt wem der innere Ver- 
schluB eine vorgestanzte Offnung, z. B. in Form eines 
Schlrtzes, aufweist. 

Die Bnfuhrung der Pipettiereinheit in das GefaB 
durch den inneren VerscNuB wird bevorzugt automa- 
tisch vorgenommen, z. B. mrt Hitfe eines handelsubfi- 
chen Pipettierautomaten. Prinzipieil ist jedoch auch die 
manuelle Bearbertung der Eirrfuhrung der Pipettierein- 
hert mOglich, z. B. mrt einer Handpipette. Hierbei wird 
ale Offnung im inneren VerscNuB, z. B. die Schlitze, so 
wert erweitert, daB die Pipettiereinheit durch den Ver- 
scNuB ins Innere des GefaBes eindringen kann. 

Als wetter en Schritt des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens wird entweder eine bereHs in dem GefaB 
bef indliche RQssigkert in die Pipettiereinheit aufgenom- 
men oder eine in der Pipettiereinheit enthaftene ROssig- 
keit in das GefdB abgegeben. So ist beispielsweise 
mOglich. Reagenzien fQr rJe DurchfQhrung einer Reak- 
tion in dem GefdB zu einer ProbenftQssigkert zuzuge- 
ben. Es tst jedoch auch mOglich, einer bereHs 
bearberteten ProbenflQssigkert eine bestimmte Menge 
zu entnehmen und in die Pipettiereinheit aufzunehmen. 

Besondere vbrteile hat das erfindungsgemaBe 
System in Verfahren, bei denen eine RQssigkert in dem 
GefaB erhitzt werden soli. Wahrend Heizschritten ist 
das GefaB bevorzugt sowoN durch den inneren als 
auch den auBeren VerschluB verscNossen, so daB 
prakbsch weder RQssigkert noch Gas aus dem GefaB 
errtweichen kOnnen. Dazu wird der auBere VerschluB 
mrt einer bestimmten Kraft abhangig von der Anzahl der 
ReaktionsgefaBe rriedergehatten. Diese Kraft betragt 
0,1 bis 10 N pro ReaktionsgefaB, bevorzugt 1 bis 5 N. 
Dieser Druck wird bevorzugt durch verti kales AufdrQk- 
ken des Verschlusses, z. B. mrt einer Hatterung (12), 
wie einer MetaJIplatte, die auch die Deckeiheizung ent- 
haften kann, erzeugt. Hierzu ist es bevorzugt die Halte- 
rung mOglichst gleichmaBig und senkrecht in Richtung 
des GefaBverschlusses zu bewegen. Fur den Fall des 
Einsatzes von Mehrfachvornchtungen ist der gletchzei- 
tige VerscNuB aller GefaBe unter gleichen Andruckver- 
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haitnissen bevorzugt. FQr cfiesen Fall vertiindert der 
auBere VerschtuB das Ausdringen von gasfOrmigen 
Russtgkeitsbestandteilen (z. B. Wasserdampf Oder 
Aerosol en) in die Umgebung auBerhab des GefaBes, 
entgegen dem Gasdruck. Vterfehren, bei denen cfie 5 
ROssigkert im Inner en des GefaBes mehrfach erhitzt 
und abgekuhtt wird, sind betspielswetse die Verfahren 
zur AnrpTrf ikation von Nukleinsduren, z. B. der Polymer- 
asekettenreaktioa Aber auch einfache Denaturierun- 
gen und Hybrid&erungsreaktionen konnen 10 
Erhitzungsschritte enthalten. 

Mit Hitfe des erfindungsgemaBen Systems sind 
mehrere bevorzugte Ausfuhrungsforrnen von Verfahren 
durchfOhrbar. In einer ersten Ausfuhrungsphase wird 
eine ProbenflOssigkert durch den inneren VerschtuB in is 
das GefaB, welches dartn als ReaktionsgefaB dient 
einpipettiert. Ebenso werden die for (fie DurchfOhrung 
der gewOnschten Reaktion(en) erfordertichen Reagen- 
zien entweder vorgelegt oder zu der ProbenfiOssigkeit 
zupipettiert Wahrend deser Ppettierschritte ist der 20 
auBere VerschtuB geoffnet d. h. das Dichtelement (3) 
entfemt Vbr Durchfuhrung von Heiz- oder/und Abkuhl- 
schritten wird zunachst der auBere VerschluB geschlos- 
sen. Nach Beendigung der Temperaturschritte und 
bevorzugt nach emeuter Bnstellung eines Gasdruckes 25 
im GefaB, der dem AuBendruck errtspricht karri der 
duBere VerschluB wieder entfemt werden. Falls 
gewQnscht oder erforderfich, werden wertere Pipettier- 
oder/und Ternperaturschritte ausgefOhrt, analog dem 
oben beschriebenen Vbrgehen. Soil z. B. nach einem 30 
Temperaturschritt ROssigkert aus dem GefaB errtnom- 
men werden, so wird nach Druckausgletch der auBere 
VerschluB geoffnet, die Pipettiereinhert durch den irme- 
ren VerschtuB eingefQhrt und die gewQnschte Menge an 
ROssigkert aus dem GefaB in die Pipettiereinhert aufge- 35 
nommen. Danach wird (fie Pipettiereinhert durch den 
irmeren VerschluB entfemt und die ROssigkert wie 
gewQnscht wertertransportiert z_ R in eine MeBzeUe 
(bei analytischen Verfahren) oder m em werteres Reak- 
tionsgefaB. 40 

Bevorzugt enthait das erfmdungsgemdBe Verfah- 
ren in einem wefteren Schritt nach AbschtuB jedes FYOs- 
sigkertstransportes durch den irmeren VerschluB den 
WlederverschluB des GefaBes mrt dem auBeren Ver- 
schluB. Danach kOrmen wertere Ternperatwbehand- 45 
lungsreaktionen durchgefQhrt werden. 

In Fig. 1 ist das bevorzugte erfindungsgemdBe Ver- 
fahren zum Transport von FtOssigkerten schematisch 
gezeigt. Ein GefdB (1) ist mit HRfe eines irmeren Ver- 
schlusses (2) verschlossen, der eine Offnung (4). z. B. so 
in Form eines SchTrtzes, aufweist Beim BnfOhren der 
PipettenspHze (5) ist der auBere VerschluB (3) vom 
irmeren VerschluB getrermt Nach BnfOhren der Pipet- 
tiereinhert karm ROssigkert in sie hmein aufgenommen 
oder aus ihrherausabgegeben werden. 55 

Auch hierzu ist der auBere VerschluB often. Nach 
Erttnahme der Pipettenspitze wird das Get&B mit Hilfe 
des auBeren Dichtelements (3) verschlossen und stent 



zur Ternperaturbehandlung zur VerfOgung. 

Rg. 2 zeigt ein ReaktionsgefaB, wie es in Rg. 1 ein- 
gesetzt werden kann, in VergroBerung. Neben den bei 
Rg. 1 beschriebenen Bementen ist auch ein Dichtring 
(15) zu erkennen, der Bestandtetl des inneren Ver- 
schlusses (2) ist. 

Rg. 3 zeigt in VergroBerung den Zustand, wenn 
eine Pipettenspitze (5) durch den inneren VerschluB (2) 
in das GefaB (1) eingefQhrt ist Deckel (3) ist entfemt. 

Das erfindungsgemdBe System laBt sich bevorzugt 
in Anordnungen von mehreren mrteinander verbunde- 
nen ReaktionsgefSBen (1) (Rg. 4) einsetzen, wobei 
Dichtelement (3) dann als "Matte" fOr eine Reihe von 
ReaktionsgefSBen dient. Die Dichtelemente (2) mit Ein- 
zeloffnungen (4) konnen eberrfalls mrteinander eine ver- 
bundene Bnhert bilden. Anordnungen im 96-well 
Mikrotrtrationspiatten- Format sind bevorzugt. 

Das Dichtelement (3) ist bevorzugt wie in Rg. 4 
dargesteJft, als leicht austauschbares Element des Dek- 
kelgegenhekungblocte (7) angeordnet Hierzu sind 
Halterungen (8) for die Matte vorgesehen. HeizeJement 
(7) mrt der Matte kann mit Hilfe eines Scharrtiers (Dreh- 
punkt 9) auf die GefaBe (1) geWappt werden. 

Rg. 5 zeigt eine Variante der AusfOhrungsfbrm. 
Hier ist eine Halterung (12) fur die ReaktionsgetaBe so 
ausgeformt daB das Dichtelement (3) gleichzertig uber 
ein Scharnier (1 1) und einen Rahmen (10) integriert ist 
und entsprechend geoffnet werden karm, so daB dann 
eine Pipettierung, wie in Rg. 1 gezeigt erfolgen kann. 

Rg. 6 zeigt die Anordnung der Variante von Rg. 5 in 
einem Heizbtock (6) mit Deckelgegenheizttock (7) und 
Drehpunkt (9). , 

Rg. 7 zeigt einige erf indungsgemaBe geometrische 
Varianten der Offnung (4) fur das BnfOhren einer Pipet- 
tenspitze. 7a und 7b sind Schlrtze, in 7c und 7d sind 
auBerdem Meine Ausnehmungen im Material enthalten. 

Die Dichtelemente bestehen bevorzugt aus Silikon, 
das ReaktionsgefaB aus Pdypropylen. 

Diese Materialien sind fOr ihre schlechten Verbin- 
dungseigenschaften bekannt Rg. 8 zeigt eine MOglich- 
kert, durch Ausbfldung von Verbrerterungen (14) des 
Barries der ReaktionsgetaBe fOhren") mit entspre- 
chenden Lochem (13) die Silikondichtung (2/nicht 
gezeigt) zu vernieten. Zur Dicfitigkert wird darOber Nn- 
aus der Dichtring (15/nicht gezeigt) benutzt der in das 
ReaktionsgefaB hineinragt (siehe Rg. 2). 

Rg. 9 und 10 zeigen ReaktionsgetaBe for die 
Durchfuhrung einer PCR. Es handeft sich um 16 Reak- 
tionsgetaBe, die durch geschwungene Stege in 2 R ei- 
nen mrt je 8 Positionen verbunden sind. Die Stege sind 
so ausgeformt, daB eine hohere Temperaturbelastung 
keine Verformung ergibt Die ReaktionsgetaBe besitzen 
Verbrerterungen (Ohren) (14. siehe Rg. 8) zur Ver- 
schweiBung mit dem Dichtelement (2) (siehe Rg. 11). 

In Rg. 11 ist eine Matte als Dichtungselement (2) 
gezeigt Sie enthait an den zu den einzelnen GefaBen 
gehorigen Positionen Schlrtze (4). Uber Verbrerterun- 
gen (13) kann das Dichtelement autdie GefdBplatte 
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(oben) aufgeschweiBt werden. 

In Fig. 12 ist ein Dicrrt element (2) Im Schnrtt darge- 
stelft Man erkennt die in die GefaBe hineinragenden 
Dichtringe (15) undcfie Schlrtze (4) (im Langsscrmffl). 

In Fig. 13 ist ein Mehrfach-Device nach Fig. 5 im 
aufgeWappten Zustand gezetgt Es ist mOglich, z. B. 
Qber einen Barcode, auf der Klappe eine kdentifizieaing 
des Device anzubringen. 

Die Vbrteile der vortiegenden Erffindung sind, daB 
neben den Qbfcherweise vomandenen Modulea z. B. 
einer Pipettiereinheit keine besonderen Automatisie- 
rungsmodiie notwendig sind, so daB z. B. cfirekte 
Anwendbarkert in Automat en wie Becsys 1010 Oder in 
TECAN-Ppettierstationen zur Appiikation von moleku- 
lardiagnostischen Bestimmungen gegeben ist Bei 
Anwendung ate Dichtung fOr PCR-cups sind aile Reak- 
tionsgefaBe beim Pipettieren von Probe \m6 PCR-Mix 
verschlossen. Ein Aerosol eintrag ist daher nicht mOg- 
lich. Dies gilt auch for aile werteren Verarbeftungs- 
schritte. Dies ist eine ertiebiiche Verefrrfachung der 
manudlen PCR-Pipettierung, da kein DeckeJOffnen 
mehr eriorder&ch ist En Einsatz ate ReaktionsgefaB in 
Probenvorbereftungsverfahren ist mrt Vbrtefl mOglich. 
Eine Zugangtichkeit fur Pipettierungen mrt StahinadeJn 
oder Einmalpipettenspttzen ist gegeben. MikiotiUations- 
piatterriormate sind mOglich und kostengflnstig hersteW- 
bar. hm Gegensatz zum Stand der Techntk ist 
mindestens einer der Verschfusse seJbstschfieBend. 
En riestger Vbrtefl des emndungsgemaBen Systems 

von ROssigkeft aus dem GefaB sebst nach PCR mOg- 
lich ist 

Die folgenden Beispiele sdlen die Erftndung wetter 
ertautem: 



In diesem Betsptel werden cfie MateriaKen fur ein 
System enthaltend Bemente gemaB den Rg. 6, 9, 10, 
11imd12beschrieben. 

Im vortiegenden Besspiel wild Rolypropyten (Ncvo- 
len 1 100 UCX mrt einem Zusatz 1 1 NU 10 in einer Kdo- 
zentration von 3,5 %) ate Material fOr die 
ReaktionsgefaBe benutzt Das Adcftiv, das bis max. 
10% zugesetzt werden kann, vermrttett eine verbes- 
serte Warmelertung, so daB cfie Beheizung des Reakb- 
onsgutes besonders schnel) in einem Thermobtock 
erfolgen kann. Dies wird durch cfie besonders durtne 
Wandstarke des ReakbonsgefaBes von 0,3 mm, und 
die konische Form unterstiftzt 

Die ReaktionsgefaBe fassen ein vblumen von 0,25 

ml. 

Das Dichtelernent (2) besteht bevorzugt aus etasti- 
schem Sflihonkautschuk mit einer Dickevon 1 mm, Ba- 
stosil LR 3003/40 (Wacker Cherrae GmbH), das eine 
Elastizftat von 40 shore (DIN 53505) besitzt 

Zur Erteichterung des Entnehmens oder Zupqpetbe- 
rens ist in diesem Fafl &n SO JiU von 4 mm vorgesehen. 



Das Dichtelement (3) besteht aus dem gleichen 
Material, ebenfalls mrt einer Dicke von 1 mm. 

Beispiei2 

5 

Probenvorberertung 

Ein analoges ReaktionsgefaB mrt einem hOheren 
Vblumen z. B. 1,5 ml und dem erfindungsgemaBen 
10 System kann auch zur Probenvorberertung bei einer 
NuMeinsaureanalyse benutzt werden. Nach einem Pro- 
tokoll von B. Vogetetein und D. Gillespie (Proceedings of 
Natl. Acad. Sci. USA, February 1979, vol. 76. No. 2, pp 
615 -619) sind zur teofierung von Nukleinsaure aus 
is Agarosegele nach Methode II verschiedene Temperier- 
schritte bei 25° C und 37 °C notwendig. Zur Reduktion 
des Kontami nationsrisikos laBt sich das erfindungsge- 
maBe System bevorzugt fOr eine Automatisterung des 
Protokolls einsetzen. In R. Boom et al. (J. of Clinical 
20 Microbiology, March 1990, pp. 495 - 503) und bei P.M. 
Lizard et al (Analytical Chemistry vol. 98, pp 116-122 
(1979)) werden vergleichbare Protokolle mit Inkubatio- 
nen bei 56 °C bzw. 50° C beschrieben, die mit erf in- 
dungsgemaBem System mit vermindertem 
25 Kbntarrtiriatbnsnsiko durchgefOhrt werden kOnnen. 
h&erbei kfinnen die Pipettierschritte mit HiHe eines x,y,z- 
Ppettierroboters (Fa. TEC AN, Fa. Canberra Packard) 
automatisch durchgefOhrt werden. Nach Entfememdes 
zwerten Dichtelementes (3) und einer festen Plazterung 
der ReaktionsgefaBe autder Arbertsf lache des Pipettier- 
gerates, kann ohne wertere geratesertige Zusatzele- 
mente eine kontaminationsfreie Prpettierung erfolgen. 
Besonders vorteilhaft ist, daB aile GefaBe mrttels Dicht- 
element (2) verschlossen sind und sonrtit keine Aerosole 
in die ReaktionsgefaBe geJangen kOnnen. 

Bezugszeichenliste 

(1) ReaktionsgefaB 

(2) Dicht element 1 

(3) Dichtelement 2 

(4) Offnung im 

(5) PipettenspHze 
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(6) Heizttock 

(7) Deckelgegerheizblock 

(8) Halterung fOr Dichtelement 2 

(9) Drehpunkt fOr I 



i zum Off- 



(10) Rahmen zur Halterung von Dichtelement 2 
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(11) Schanter zu Offnen 

(12) Rahmen zum Anretieren von mehreren Reakth 
onsgefaBen 

(13) Verbrerterung zum AufschweiBen von Dicht- 
efement 1 

(14) Nietstelle zum VerschweiBen von Dtchtele- 
rnent l nut HeaKDCTtsgeiaD 

(15) Dichtring am Dichtelernerrt 2 
Paten tanspruche 

1. System zur thermischen Behancflung von Russig- 
kerten, enthaltend 

- ein oder mehrere GefaBe, 

- einen Oder mehrere innere ftussigkeftsdlchte 
VerschJusse fur diese GefaBe, 

einen Oder mehrere auBere VerschtOsse, die 
ein oder mehrere GefaBe druckdicht verschlie- 
Benkonnen. 

2. Verfahren zum Transport einer RQssigkeit mil Hflfe 
einer Ppettteremheit in em GefaB oder aus einem 
GefaB, welches mit einem irmeren ftussigkeitsdich- 
ten und auBeren druck dich ten VerschtuB verschlos- 
sen werden karri, enthaltend die Schritte: 

gegebenentatte Entfemen des auBeren Ver- 
schlusses von dem GefaB und dem inner en 
VerschtuB, 

- Enfuhren der Pipettiereinhert in das GefaB 
durch den irmeren VerschtuB, 

Entnahme einer RQssigkeit aus dem GefaB in 
die Pipettierejnheft oder Abgabe einer Russig- 
keit aus der Pipettieretnhert in das GefaB. 



7. 



Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zetchnet, daB die Pipertiereirthert nach AbschtuB 
des Russigkei Is transports durch den irmeren Ver- 
schtuB aus dem GefaB entnommen und das GefaB 
mit dem inneren VerschtuB gasdicht verschtossen 
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8. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB der auBere VerschtuB wahrend des 
Erhitzens der RQssigkeit mit Hitfe einer Deckethei- 
zung erhitzt wird. 

9. System zur thermischen Behandtung von Hussig- 
kerten, enthaltend 

eine Vielzahl von miteinander zu einer einzigen 
Vcrrichtung verbundenen GefaBen, 

- ein erstes VerscrtluBeJement. mit wetehem 
diese Vielzahl von GefaBen gemeinsam ver- 
schtossen werden kann. 

ein davon kflrperiich trennbares zwertes Ver- 
schluBelement mit dem das erste VerschluB- 
element Qberdeckt wird und die GefaBe 
verschtossen werden. 



3w Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zejcnrtet, oao coe rTpetnereinnen eine rrpenen- 
sprtze aus Kunststoff ist oder enthaJL 



4. Verfahren gemaB Anspruch 2 oder 3. dadurch 45 
oekertnzeichnel daB der zweste VerschtuB eine 

. l i - fin i i ri.i.iiStn .Cijuin r^,,,L: i t j f , Jtrw «Ca 

vorgetorrnte nussigrenscftcnte onanngstese lur aie 
rTperoeretrtnert aurwetsi- 

5. Verfahren gemaB Anspruch 2 bis 4, dadurch so 
gekermzeichnet daB die RQssigkeit im GefaB vor 
oder nach Entnahme oder Abgabe von RQssigkeit 

tm GefaB erhitzt wird. 



6. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekenn- 55 
zeichnet daB der auBere VerschtuB wahrend des 
Erhitzens gegen das GefdB gepreBt wird, so daB 
der VerscNuB gasdicht ist 
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Abb. 2 
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Abb. S 
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Abb. 8 
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